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Die angehefleten StQcke sind eine richtige und genaue Wiedergat>e der ursprCing- 
\\dher\ Unterlagen dieser Patentanmeldung. 
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C 12 Q und G 01 N der Intematlonalen Palentklassifikation erhalten. 



MQnchen, dan 13. Juli 1999 
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ZUSAMMENFASSUNO 



Vorrichtung und Vcrfahrcn zur Dctcklion, insbesondere Online-Deiefction, einer 
Amplifizierung einer DNA- und/ Oder RNA-Sequenz in einer Probe, wobei eine 
Bewertung der Araplifiziening dcr DNA- und/ odcr RNA-Sequenz in dcr Probe aufgrund 
eines SireuUchtsignals der Probe crfolgt. 
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VERFAHREN UND VQRRICffTUNG ZUR QUANTIFIZOUNG VON DNA UWD RN A 



Die Erfindung betrifft ein VerfaJiren und etne Vorrichtung zur Quantifizierung von DNA 
und RNA Sequenzcn. Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren und cine 
Vorrichtung zur Detektion einer Amplifizierung cinci DNA- und/ oder RNA-Scquenz in 
5 einer Probe, insbesondere die Online-Deiektion einer Amplifizicwng einer DNA- und/ 
oder RNA-Sequenz in einer Probe. 

Der Nachweis von speziellen DNA und RNA Sequenzen, die sich in einer Probe 
befinden, durch die Vcrsctrung der Probe mil einer komplement&ren DNA biw. RNA 
m Scquenz ist ein Qblichcs diagnostisches Verfahren. Fur die Bewertung dcs Ergcbnisses ist 
10 es erforderlich, dafi der AmpUrizierungsvorgang beobachiet oder nachgewiesen werden 
kann. Bevorzugt geschieht dies quantifhieit im Verlauf der Amplifiziening. 

Beim ABI-TaqMan- Verfahren wlrd nach dem Prinzip des Floureszenzenergietransfers 
gearbeitet. Die TaqMan-Sonde (ein Oligonuklcotid, das am Template dort hybridisiert, bis 
dahin das Template wahrend der PCR-Reaktion aufgebaui wird) wird am 5- bzw. 3- 

13 Ende des Oligonuklcotids nut einem Donor- bzw, Akzeptorfarbstoff markiea Dadurch i$i 
nur die Akzepiorflnoreszenz detektierbar, die Donorfluoreszenz wird durch den 
Energieiransfer zum Akzeptor geloscht. Nach erfolgreichem Aufbau des Templates 

m wahrend der PCR-Rcaklion wird die 5- tctminalc Base der TacMan-Sonde abverdaui. 
Dadurch geht der r&umlich nahe, fixierte Kontakt zum Akzeptorfaxbstoff verloren und das 

20 Fluoreszenzsignal steigt, F(ir die Referenzierung wird zus&tzlich noctr ein freier 
Farbstoff t der bei einer anderen ^ellenlange emitiert, der Ldsung zugcsetzL 

Nachleilig an diesem Verfahren ist, daB die Probe durch die Beigabe von 
Fluoreszenzfarbstoffcn. die fur die eigendiche Messung crforderlich sind, vcrunrcinisc 
wird Eine Weiterverarbeitung der Probe isi nicht dircki mbglich. Dadurch erforderiiche 
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Reinigungsschritte bergen das Risiko in sich» daS die Probe durch die fchlgeschlagene 
Reinigung unbrauchbar wtrd. 

Aufgabe d£r vorliegenden Erfindung isc es daher cin Vcrfahren und einc Vorrichtung zur 
Quanciflztening von DNA und RNA Scquenzen bereiizustelien. die im Online-Betrieb 
einfacher und cffiiicrttcr als die Verfahrcn und Vocrichiungen des Standcs der Technik 
eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird duich das Verfahren und die Vorrichtung nach den unabhangigen 
Anspriichen gelOst, Weitere vortcilhafte Ausgestaltungen sind in den abh&ngigen 
AnsprUchen angegeben. ^ . 

Insbcsondere wird die Aufgabe durch eln Vcrfahren zur Oniine-Octekcion eicier 
Ampliflziemng einer DNA- und/oder RNA-Sequenz in einer Probe geWst. bci dec einc 
Bewcrwng der AmpUflzierung der DNA' und/oder RNA-Sequenz in der Probe aufgrund 
eines Strculkhlssignais der Probe crfoigt Es war hierbei uberraschcnd gefunden worden, 
daO die Amplification von DNA oder RNA ohne 2usatze online detcktien werden 
15 konnien. Hierbei wurdc das Strculichcsignal der RNA oder DNA-Motekiile ausgenutzt. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf der Tatsache, daB die Iniensitat der 
Rayleigh-Srrcuung (TeilchengroBe « X, Wellcniange des Lichtes) proportional zur 
Lichtiniensitai Iq . der MolekiilgroBe Mc und der Konzeniration c der Teilchcn ist. 

I-loMcc 

20 Ourch die Ausnut2ung des Streulichtsignals ist es somit niche mehr notig, Fliioreszenz* 
farbstoffe ^ie FAM. JOE, TAMRA und ROX einzuseczen. Durch eJne kontinuieriiche 
Erfassung des Streuiichtsignals kann eine quantitative Aussage zur Amplifuierung 
vorgenommen werden, 

Bei einem wcitercn bevorzugtcn erfindung sgcmaUcn Verfahren wird die Probe durch eine 
25 Quelle angeregt. wobei die Quelle einc Lichiqucile, bevorzugi eine Lampe. eln Laser oder 
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eioe Leachtdiodc ist Besonders bevorzugt wird eine Xenonlatnpe oder ein Hclium- 
Neonlaacr eingesetit. Bei dieser bevorzugten Ausfilhrungsfonn der vorliegendcn 
Erfindung kOnnen die Quellen unierschiedlichster Emissionsspektrcn eingesetzt werden. 
da die Information aus dem Streulichtsignal gewonnen wtrd. Es ist daher ntcht wte bei 
den Verfahren des Standes der Technik notwendig, dafi cine spezielle Lascrlichiquelle 
eingesetzt werden muB. 

Bei dem weiteren bevorzugten AusfUhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren vorgesehen, bei dem das Screulichtsignal zur Streulichcintensitat 
korrespondicrL Eine derartige Korrespondenz kann mit Hilfe eines Detektprs, besonders 
bevorzugt einer Pin-Dicxle» registrien werden. Damic ist es m6glich, die AmpUnzierung 
quant'ltativ zu bestimmen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren weist aufgnmd seiner Einfachheit mehrerc Voneile auf, 
Es muB kein Primer oder Nukleotid markiert werden und die Probe kann anschlieCend 
ohne Reinigungsschritte direkt weiierverarbeitet werden. Die Reaktlon Qber die 
15 Streulichtintensiiat kann online detekiiert werden und crmttglicht so eine sichererc. 
einfachere und kostcnbewuBtere MOglichkeit der Deiekcion einer Amplifizierung. 
Bevorzugt ist es auch moglich, die Amplifizierung durch eine Anfangs- und 
Endpunktbestimmung ru iiberpriifen. 

Bei einem weiteren bevorzugten Verfahren der vorliegenden Erfindung enthdlt die Probe 
20 Veru'nreinigungen, msbesondere sind fremde DMA- und/odcr RNA-Sequenzen in der 
Probe vorhanden. Wahrend bei Absorptions$smessungen *die zugesetzten 
Mononukleotide eine Verfolgung der Amplifikation verhindem, wurde Qberraschend 
festgestellt, dafi die zugesetzten Mononukleotide eine Streulichtintensttatsmessung nicht 
beeinflussen, Daher wurde ais weiterer Vorteil der vorliegendcn Erfindung gefunden, daB 
25 das erfindungsgemaBe Verfahren cine Amplifiziening einer gewiinschten DNA- und/oder 
RNA-Sequenz in eirer Probe auch dann detekticrcn kann. wenn „fremde'* DNA. RNA 
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und/oder Proteine vorhanden sind, da nur die Zunahme dcr Streulichtintensitat gemessen 
wird. Bei ciner Online-Detektion dcr Amplifizicrung kbnncn sich somit beispielsweise die 
Viskositat und/oder andere Eigenschaften dcr Losung verandern, ohne daB das 
crfindungsgcmaBc Vcrfahrcn dadurch bcfcinfluBi wQrde. Besondcrs bevonugt wird das 
5 Verfahren daher auch zur Dfitektion, insbesondere Online-Dctektion, bei eincr 
Ampliflzierung einer DNA- und/oder RNA-Sequenz in einer im Ubrigcn verunreinigten 
Probe durchgefiihrt. Es sind daher SeJbstitiessuogen in DNA- oder RNA-Proben 
nnoglich, die aus Zellkulturen encnommen wurden und im OberschuB ,/remd" - DNA 
bzw. RN A enthahen. 

rBei eincm weitercn bevoaugtea AusfQhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung ist cih 
Verfahren vorgesehen, bei dem fur bekannte Ausgangs- Oder Endkonzentradonen von 
Produkten oder Edukten cine quantilative Bestimmung dcr Produkte und/oder Edukte 
erfolgt Neben der nicht selektivcn, qualitativen Au&sage, ob eine Amplifikation 
stattgefunden hat. erlaubi das erfindungsgemaOe Verfahren ebenso eine quantitative 
15 Bescimmung der Produkte oder Edukte. Bevorzugc wird dafiir eine Echtzeit-Detekiion 
(Online) vorgesehen, Fiir diese Aussage werdcn bevorzugt die Aiisgangs- oder 
Endkonzentrationen der Produkce/Edukte mitbenicksichtigt. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren kann sowohl fiir temperature cycling Amplifiziemng 
k (polymerase chain reaction PGR (RT-PCR)» ligase chain reaction LCR, transcripcion- 
?0 based ampUficacLon), ab -aucb fiir isothenne Amplifizierungen (strand displacement 

ampUncation. nucleic acid sequence based amplification NASB A, QE-replicase system) 
caid'iv'eWffreTWpnfia^ 

r 

Die Aufgabe wird weiterhin durch eine Vorrichtung zur Quantifizierung einer 
Ampliflzierung einer DNA- und/ oder RNA-Sequenz in einer Probe gclosi, die folgende 
25 Komponenten umfafii: eine Einrichtung zur Anregung dcr Probe und cine 
Detektionseinrichmngt wobel durch die Deickiionscinrichrung ein Sireulichisignal aus der 



Probe dctektieibar ist. Mit dieser Vorrichning zur Stmulichtmessung wurde fibeiraschend 
g&fundcn, daB cine Aussage uber die Amplifizierung dcr DNA- und/ oder RNA-Sequenz 
in einer Probe m5g!ich ist 

Bei einem weiteren vortfiUhaften AusfQhrungsbeispiel der vorliegenden Eifmdung umfaBi 
die Einrichtung zur Anregung cine Lichiquclle bcvonugt eine Lampe, einen Lajcr oder 
besonders bcvorzugt eine Leuchtdiode. Bei die«er bcvorzugtcn Ausruhmngsforn) der 
vorliegenden Erfindung kdnnen die Quellen unterschiedlichstcr Emissionsspektren 
cingeseczt werden, da die Information aus dem Streulichtsignal gewonnen wird. Es isi 
daher nicht wle bei den Verfahren des Siandes der Technik noiwendig, dafi eine 
Laserlichiquellc ttii spezieller Frequenzbreite eingesetzt werden muS. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform zeichnet sich dadurch aus, daS die 
DetekKionseinrichning einen Photomultiplier (PMT) und/ oder eine CCD-Kamera und/ 
Oder eine Diode umfaBi, insbesondere cine Avalanchephotodiode (APD) und/ oder 
mindestens cine PIN-Diodc (16), Mic einem Photomultiplier und/ oder einer CCD- 
Kamcra und/ oder einer Diode ist die Erfassung dcs Slrculichisignals mOglich. Bevorzugi 
wird eine Kombination von verschiedcn gcschaltcten PIN-Dioden vcnvcndct, wodurch 
der speziellen McBsituaiion der cinzelnen Detckiionscinrichtungcn Rechnung getragcn 
werden kann. So ist cs nitiglich, daS durch den Ein&atz von Filtcm Streulichisignalc 
vorbestimmter Frequenzbeieiche bevorzugt detekiien werden. Es ist ebcnfalls rndglich, 
dafi die Signalc von verachiedenen PIN-Dioden erfafit werden und erst eine Kombination 
dieser verschiedenen Signale das Endsignal deOniert Al$ Detektionseinrichtung kann 
ebe n falls an e ine Dilde rfessttngseinnchtHfr g gedocht werden, bcvonugt on aino CCD 
Kamera. Vortcilhafterweise werden bevorzugt ein PMT und/ oder ein ADP eingesetzt, 
wenn gcringere Substanzmengen detektiert werden sollen, da diese sehr empHndlich 
sind. 
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Einc weitere bevorzugte Vonrichtung dcr vorllcgenden Erfindung umfaflt writer eine 
Abscanneinrichtung. Mit diescr Abscanneinrichtung ist <^ mdglich. dafi rin spezielles 
Streulichisignal aus der Probe an die DetektionseinnchCxing tibergeben werden kann. Bel 
diesem bcvorzugten AusfUhmngsbeisplel der Erflndung isi somit eine gezielic Obergabc 



Bei einer weiieren bevorzuglen Vorrichtung dcr Etfindung sind mehrere Probentitiger, 
bevorzugl Microtitcrplalten Oder Kapillaren» vorgesehen. Damli ist es mfiglich. mehrere 
Proben in einem Arbeit&gang zu bcobachten und bevoizugi abzuscannen, Es sind dadurch 
effiziencere Beobachtungs* und Detektionsmoglichkeiten gegeben. Es k5nnen auQerdem 
Serien an Proben simultan beobachtct werden und damit zusammcngcbdr igc Messungen 
atif einnoal abgearbeitet werden. 

Eine weitere bevorzugte erfindungsgemaUe Vorrichtung weisl ProbcntrSlger aof. die mil 
der Abscanneinrichtung abgescannt werden kiSnnen. Dadurch ist es itt5glich» da6 die 
ProbentrSger beispielsweise in x-y*Richtung abgescannt werden konnen. Daber befinden 
$}ch die Proben in den Probetrfigem bevorzugt in einer Ebene und werden nacheinander 
durch die Abscanneinrichtung angefahren und gemessen. Ebenso ist es mOglich, daS die 
ProbentrSger a]$ solche beweglich ausgcbildet sind und so bcwcgi werden, daB eine 
Probe nach der anderen durch die Abscanncinrichnjngerfafli werden kann. AuBerdem isT 
es bevorzugif wenn sowohJ die Probentrager als auch die Abscanneinrichtung beweglicti 
ausgebildet sind. so daB ein Austausch der Probentriger und ein Verschwenkcn der 
Abscanneinrichtung zu einer optimalen Ausnutzung der RUst- und Beschickungszeiten 
der ertindungsgemaBen Vomchcung fuhn. So kann der feststehendeVrobentrager durclT 



die bewegliche Abscanneinrichtung abgescannt werden und danach die 
Abscanneinrichtung zu clnem weiceren Peld an Probentragcm bewegt werden, w&brend 
die ersten Probentriiger weiterbehandeli oder ausgetauscht werden. 



der Streulichtsignale der spezicllen Probe an cinen speziellcn Detcktor mdglich. 



r 



Eine bevorzugte weitere crfmdungsgem^ Vorrichtung sieht eine Abscanneinrichtung 
vor, die einen bevorzugt bewegiichen Spiegel umfafit dber den ein Abtaststrahl der 
Abscanneinrichtung gerichtec werden Icann. Auf diese Weise isi es moglich, daB die 
Abscanneinrichcuog an sich fixiert ist und nichi bewegt werden mu8, aber auch die 
Probentrager nicht bewegt werden mQssen. Es reicht in diesem bevorzugten 
AusfUhrungsbeispiel au$, daB der Spiegel bewegt wird und dadurch die entsprechenden 
Stitulichtsignale der elnzdnen Prbben in den Probentrlgem an die Detektionseinnchtung 
wciiergegeben werden, Hicrbei ist cs bevorzugt vorgcsehen, daB die Probentrager in 
einer vorbestimmien Rcihcnfolge besonders bevorzugt zyklisdi abgescannt werden und 
dadurch nfjiiteU der bekannrcn Position des Spiegels fiir jede Probe cine quasi- 
kontinuierliche Erfassung des Streuli^htsignals m^glich ist. So kann beispielsweise zu 
einer Zeit tl ein Probeotriger P I erfafit werden, zu elncr Zcil tl + T cin Prc^ntrager P2» 
etc. bis zum Zeitpunkt tl + NT wieder der Probentrager PI cifaBt wird. wobei N die 
Anzahl der zu erfassenden Probentrager P und T die Zeit der Messung und der Erfassung 
15 der folgenden Probe darstellt. Damit ergibt sich fur die spezielle Probe x in dem 
Probentrager Px eine quasi-koniinuierliche Erfassung der Stieulichtsignale und damii des 
Vetlaufs der Amplifiziening einer DNA- und/ oder RNA-Sequenz in einer Probe x minels 
Interpolation der MeBwerte der Probe x zu den Zeiten 



tx, tx + NT» tx + 2NT u + iNT etc, 

Eine weitere bevorzugte AusfUhrungs form der vorliegenden Erfindung stellt eine 
Vorrichtung dar, bei der die Einrichtung zur Anregung so ausgestaltet i£i, da6 die 
pyobflBtfager b2W. P robgir"gn>1ffl at:hig auregbar si i id und die'zu de n ei nzdne n" 

r 

Probentragem korrespondicrcndcn Strculichtsignalc durch die Deiektionseinrichtung 
einzeln erfaSbar sind. Hierdurch ist es mbgUch, daB eine groBfl^chige Probe bzw. 
25 Probenfelder bzw. auf groBer Flache verteilte Probentrager simulian crfaBi und 
ausgewertei werden kttnnen. Es geniigi dabet die stctige diffuse Anregung des 
Probenfeldcs, da fiir jede Probe bzw, jeden Ausschnitl des Probenfeldes die relative 



I 
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Streulichtincensit^ erfafit witd. die von dem absoluten Screulichtsignal an dieser Stelle 
unabhangig ist. 

Bel ciner weiteren bevonugten AusfUhningsfofm d« vorlicgenden Erfindung ist einc 
Vorrichtung vorgcschcn, bci der dk DetektionseinrichLung mindestens zwei einzeinc 
Detektoren umfaBt, wobei dtirch die einzelnen Detektoren unterschiedliche 
Strculichtsignale erfaBbar sind, Auf diese Weise ist es mdgUch, daB m^hrert Probcn 
simuUan und ntcht teicht zeiiversem ctfafit y^erden konnen. Dies ist insbesondere dann 
vcrtcilhaft, wcnn cine genau parallele Auswenung der Probcn ge^rtinscht ist. Besonders 
bevor2ugt warden die einzelnen Detektoren Qber Lichewetlenletter mit den Probetragem 
bzw. Proben verbunden. so daO mit Hilfe eines Lichcwellenleilerbundels auch Profile von 
Probenfeldem erfaSi werden kdnnen. Bevorzugt isi ebenfails daran zu dcnken, dafi ein 
groSflachiges Probenfeid miitels einer CCD-Kamera aufgezeichnet wird und die 
Decektion der StreuHchisignale an den einzelnen Siellen mittels der Ausweriung des 
Bildes, bevorzugt Qber cine Steucreinrichtung durchgcfCihn wird, bcsonders bevorzugt 
15 uber einen Rechncr Oder einen Computer, besonders bevorzugt (iber cin 
Bildverarbeitungwystem. 



Bevorzugt ist welter einc SteudJeinheii vorgeschen istv zu dcr Signale iibenragbar sind: 
die zu den etfaBten StreuUchtsignaJen korrespondieren und diese von der Steucreinheit 
auswertbar sind. Durch diese Steuereinheit kOnnen die einzelnen MeQwene in den 
entsprechenden Macrizen fiir die einzelnen Proben verarbeitet werden und an eine 
Speichereinheil zur SpeiciieTung wcitergegcbcn werden. Darltber hinaus kann uber die 
Iteuereinheit die SteuerUrtg eines AlKastscarrners vorgenoitinien werderi unanes Konnerr 
die Detektoren eingestellt werden bezQglich beispiclsweise der der Empfindlichkeit und 
der Ausrichtung auf die Proben hin. 
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Daneben be^eht eine votteilhafte Anwendung der vorliegenden Erfmdung darin. dafi einc 
VofTichwng zur Slrculichtniessung zur Quandfizicning einer AmpHfizicrung eJner DNA- 
tind/ Oder RN A->Sequenz in einer Probe vorgenomraen wind. 

Im folgenden sollcn weitcre vorteilhafte Ausgcstaltungen der Erfmdung an Hand der 
Zcichnung erl^lutcre werden, Hlerbci zcigt 

Fig. 1 ein Diagramn) einer Streulichtintensit&tsmessung nach einem 

AusfQhtVAgsbeUpiel eines erfindungsgem^en Verfahrcns bei einer 
gegebenen Konzentration (a) und ein Diagramm einer 
Streulichtintensitatsmessung nach einem AusfUhrunsgbeisptel des 
erfindungsgemafien Verfahrens aus (a) bei zwei verdUnnien 
Konzentradon und einer Blindprobe (b); 

Fig. 2 cin Diagran\m, das eine Vergleichsme&sung zwischcn einer 

Floureszenzmessung nach TaqMan nach dem Stand der Technik und 
der erfindungsgemafien Sireulichtmcssung umfa3t (a) und ein 
Diagramm, das eine Vergleichsnnessung zwischcn einer 
' ' . vFIoureszenzmessung durch Imcrkalationsfarbstoff nach detn Stand 

der Technik und der erfindungsgemfifien Strculichimessung zeigt (b): 

Fig. 3 einen schematischen Aufbau eines Ausfiihrungsbeispiels der 

erfindungsgemaOen Vonichtung mil einer Probe; 

Fig. 4 einen schematischcn Aufbau eines AusfUhr^jngsbeispiels der 

af ffldungsgeitiaBe i i Vonrclitung mil eine r Vie faidA^yun Pi obe n bzw, 

Probentragem und einer Abscanneinrichtung; und 

Fig, 5 eincn schematischen Aufbau eines Ausfuhrungsbeispiels der 

erfiiulungsgeTnaflen Vorrichoing mit einer VieUahl von Proben bzw. 
Probentragem und Lichrwcllenlcitem 



15 
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Fig. 1 a zeigt ein Dlagramm einer Streulichiintensiiaismessung nach einem 
Ausfuhrunsgbeispiel eines erfmdungsgemaOcn Vcrfahrens bci ciner gcgcbenen 
Konzeniiation, E)eutlich zu crkennen ist dcr Anstieg der rclaliven Streulichtintensital mil 
dcr Zejt. Dieser Verlauf reprasentitrt die vorinschreitende Amplifi2iefung innerhalb der 
Probe, 

In Fig I b ist ein Diagramm einer SlreulichtintensiUtsmessung nach eincm 
Ausfuhninsgbeigpiel des erflndungsgemSBcn Verfahrens aus Fig. I a bei zv/ei 
vcrdUnnten Konzcntraf ion (Kurven A und B) dargcstcHt. DarUber htnaus Ist der Verlauf 
ciner Blindpfobe (Kurvc C) dargestellt Dadurch wird erkennilich. dafl mil ciner 
SlrcuIichtintensiUtsmessung cbenfalls eine qualitative Aussage aufgrund der rclativen 
Sireulichtintensiiat getroffcn wcrden kann. Im Falle der Blindprobe (Kurve C) isc kein 
Anstieg der relaiiven StreulichtiDtensitat zu verzeichnen. Am Anfang der Messung 
wurden im Falle A und B Enzyme zugcgeben, die die Amplifizierung ausgelQsi haben. 
Eine Zugabe von Mononuicleotidiriphosphat anierblieb in der Blindprobe. 

Es handelt sich in beiden Fallen In Fig. I a und Fig. 1 b urn eine AmpliScribe ^ SP6- 
Reaktion (Epicentre Technologies) - das ist eine koriimemell erhalUlche Ampliflzierung 
von RN A duith.Transkription -.bei elncr Reaktionstemperawt von 39* C . 



KompOnenten 

ATP (100 mM) 
CTP(lOOn)M) 



OTP (100 mM) 
UTF(lOOniM) 
DTT(lOOmM) 

AmpliScribe SP6 Enzyml5sung 
Wasser 



Volumen Fmalkoozentration 

KurvcA/B/C Kurve A Kui^e B Kurve C 

2/2/OjiI 18 mM 23 mM OmM 

2/2/Otil Z8mM 2.?mM QmM 



2/2/Ofi] 2,8mM 2,3 mM OmM 

2/2/Om 2»8mM 23mM OmM 

4jil 5.6 mM 4,6 mM 5trM 
4^ 
47/63/63J11 
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lOx SP6 Reaktioospuffer 
Kontroll Template DNA (0.5 



7H1 



2ul 



1 W 



1x 



0.8x 



0.9x 



ToUlvolumen 



72 / 88 / 89 
Hi 



In Fig. 2 a ist ein Diagramm. das cine Vcrglcichsmcssung zwischen einer 
Floureszenzmessung nach dcm Stand der Technik und der erfindungsgemaOen 
Streulichtmessung umf&Bc, dargestellt. Dio MeBpunkte der erfinduns^gems&en 
Screulicbtmtissung wurde mit vollen Punk-ton dargestelU, w£lhrend die 
Floureszenzmessung nach TaqMan mit Kreisen darge$teUt ist, Es 1st gut erkennbar. daO 
durch beide Methoden die Ampliftzierung nachgewiesen werden kann. 

Die Versuchsbedlngungen fur die t^rfindungsgcmaOe Streulichtmessung war wie folgi: 



Komponenten 


VoL/Reaktioo 


Finaikonz./ReakiiDn 


ATP(lOmM) 


im 


200JJLM 


CTP(lOmM) 


i^ii 


200 ^iM 


GTP(lOmM) 


im 


200 


TP(lOmM) 




200 MiM 


Primer A 


varlabcl 


0,1 ^iM 


Printer B 


variabel 


O.l liiM 


aq DNA Polymerase (5V/\i\) 


0.5 Hi 


2.5 U 


Komponenten 


VoUR^aktioa 


FinalkonzVReaktlon 


I Ox PGR Puffer 


vanabeh 


r 

Ix 


Template DNA 


variabel 


ca. 0.25 ^j/Reakiion 


Totalvolumen 


SO \x\ 





Cyclingbedingung: 95 XT 120 s 
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Nach jcweils funf Zyklen wird eine Probe beim Ende des 72* C-Schritces fiir die 
5 Slreulichtmessung entnommen und rail 50 |xl Wasscr verdilnnt 



In Fig. 2 b isi cin Dtagramm dargestellt, das eine Vergleichsmessung zwischen eincr 
Flouresrenzmessung durch Inccrkalationsfarbstoff nach dem Stand der Technik und dec 
crfindungsgemiflen Slreulichtmessung zeigt. Diese Vergleichsmessung wurde mit dcrti 
Interkalator PicoGreen ausgefuhrt; 



10 Es wurden identische Proben wie bei der Strculichtintensitatsmcssung nach Fig. 2 a 
verwendeu jedoch nur 2 ^1 der Reaktionslosung, vcrdtinnt rait 60 Wasscr und 20 y\ 
PicoGreen (1:20 Verdiinnung) Losung. Eine Anregung erfoigie bei 480 nm und die 
Detektion bei 525 nm. Es ist deutlich zu sehen. dafl auch hier der Nachweis erbracht 
wird, dali die PCR-Rcaktion gcklappi hat. 

15 In Fig. 3 ist ein schematischer Aufbau eines AusfUhriingsbeispiels der 
eifindungsgemaBen Vorrichtung mit einer Probe dargestelli. Die Probe \ wird mittels 
einer Quelle 2 angeregL Das von der Quelle emitiiene Licht wird durch Monocfiromatoren 
18 geleitei und mittels einer Linse 21 auf die Probe fokussien. Das Streulicht wird mitlcls 
der Linsve 21' (iber den Monochromator 18* an die PIN-Diode 1 6, die als 
20 Dctektionseinrichtung eingesetzi wird, weicergegeben. An die Delckiionsetndchtung ist 
eine Steueremheit I / angescniossen. aic die Signaie auswertec und au^zeicnnen lanc. 

In Fig. 4 isc ein schematischer Aufbau eines Ausfiihrungsbeispiels der 
erfindungsgemallen Vorrichtung mil einer Vielzahl von Proben 1 btw. Probentragem 15 
und einer Abscanneinrichtung dargesielh. Probentr^ger 13 sind in einem Probenfeld I 
25 angeordnei. Eine Anregungseinrichtung, hier ein Anregungslaser, cmiaicrt Licht und regi 
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15 




20 



Ubcr eine Linse t>zw. Mikroskopobjektiv 21 eine Probe Px an. Das gcstreute Licht wird 
Qber die Linse 21 und die Gla$»cheibe 4 an die Detektionseinrichtung 13 weiCcrgegeben 
und dort erfaBt. Die Detektionseinrichtung isi an einer Steuereinheit 17 angeschlossen. 
Diese Steuereinheit steuert eine Abscanneinrichtung 14, die das Probenfeld I bewcgcn 
kann. 

Im Beirieb gibt die Sieuereinrichtung einen SteuerimpuU an die Abscanneinrlchrung und 
veranlaBt diese, eine spezielle Probe in den Fokusbereich der Linse 21 zu bewegen. 
Danach wird eine Messung vorgenommen. dcr MeQwen erfafii und gespeicheri und 
daraufWn durch ein weitcres Steuersignal der Steuereinheit 17 die Abscanneinrichtung 
angesteueft» die eine nSchste Probe in den Fokusbereich der Linse 21 Hihri, wo jetzt 
cbenfalls eine Messung stattfindet. So ktinnen die Proben nacheinandec und bevorzugi 
zykiisch erfaJJt und gemcssen werden. 

In Fig. 5 isi ein schemaiischer Aufbau eines Ausftihrungsbeispiels der 
erfjndungsgcm^n Vorrlchtung mil einer Vielzahi von Proben bzw, Probentragem und 
Lichtwellenlcitem dargestellt. Hier isi die Detctaionsciftrichtung 13 iibcr LichtwcDcnleiicr 
22 mit den Proben 1 verbunden. Cbcr die Lichtwcllenleiier wird sowohl dw 
Anregungslicht Qbertragen als auch das Slreulichc erfaBt. Die Deiektionseinrichcung gibi 
die erfaSten SiccuUchtsignale an die Sieuereinrichtung 17 weiier, wo sie vcrarbcicet und 
gegebcnenfalU zwischengespcichcrt werden. 

Es wurdc somit eine Vorrichtung und ein Verfahrcn zur Detckiioa, insbcsondere Onlinc- 
Detekiion, einer Amplifizicwng einer DNA- und/ oder RNA-Scquenz in einer Probe 
bereitgestelU, wobei eine Bewertung der Amplifiziening der DNA- und/ oder RNA- 
Sequenz in der Probe aufgrund eines Streulichisignals der Probe erfolgl. Dieses 
Vcrfahren and diese Vorrichtung zur Quantiftzierung von DNA und RNA Sequenzen 
konnen im Online-Beirieb einfachcr und effizienter als die Verfahrtn und Vorrichiungen 
des Standcs der Technik eingesetzi werden. 
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BEZUCSZEICHENLISmS 



1 Probe 

2 Quelle, insbesondere Lichtquelle 

1 2 Einrichnmg zur Anregung 

1 3 Detclctionscinrichtung 

14 Ab&canneinrichcung 

15 Probentrager 

16 PIN-Diode 

17 Sceuereinheii 

18 Monochromator 

19 Spiegel 

20 Glasplaae 

21 Linse 

22 ^ — L i dnwelfe n leitK i 
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patbntansprOche 



1. Verfahrcn zur Dctcktion, insbcsondere OnIinc-I>c(ektion» einer Amplifizierung cincr 
DN A- uad/ oder RN A-Sequene in ciner Probe ( I ) 

5 dadurch gekennzeichnet, daS 

eine Bewertung der AmpUfiziening der DNA- und/ oder RNA-Sequenz in der Probe ( t) 
aufgrund eines Scrculichtsignals der Probe (l)erfolgt. 

2. Verfahren n^ch Anspnich 1 dadurch gekennzeictinet. daB die Probe (I) durch eine 
Quelle {?.) angeregi wird, wobei die Quelle (2) eiae Lichtquelle, insbesondere eine 

1 0 Lampe, e in Laser oder eine Leuchtdiode ist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet. daB 
das StreuUchtsignal zur Sireulichtimensitat korrespondiert, 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche dadurch gckcnnzcichnci, daB die 
Probe Verunreinigungen entfiSli, insbesondere dafi fremdc DNA- und/oder RN'A- 

15 Sequenzen in der Probe vorhanden sind. 

I 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche dadurch gekcnnzeichnei, daB Rir 
bekannte Ausgangs- oder Endkonzcntrationen von Produkten oder Edukten eine 

^ • q^alu i iati^<c Besdimuuiig d e i P rodttfcte- und/ od e r Eduk n e e rfotgt: * 

r 

6. Vorrichtung zur Quantifizierung einer Amplifizierung einer DNA- und/ oder RNA- 
20 Sequenz in einer Probe (1) gemiiB einem der Verfahren nach einem der vorhergehenden 

Ansprticlw, umfassend 

eine Einrichtung (12) zur Anrcgung der Probe (1) 
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eine Detcktionseinrichtung (13) 



dadurch gekennzeichnet, dafi 



durch die Detcktionseinrichtung (13) cin Streulichtsignal aus der Probe (I) detektierbar 



% 

10 



15 




7. Voirichtung nach Anspruch 6 dadurch gekcnnzcichnet, daB die Eiorichiung (12) zur 
Anregung eine Lichtquelle umfaBi, insbesonderc eine Lampe, eiocn Laser Oder eine 
Leuchtdiode umfaBt 

8. Vorrichtung nach cincm dcr Ansprtichc 6 odcr 7 dadurch gekennieichnei. daB die 
Deiekiionseinrichtung ( 1 3) eincn Phoiomultiplier und/ oder eine CCD-Kamera und/ odcr 
eine Diode umfafil, insbesonderc cine Avalanchcphotodiode und/ odcr mindesttns cine 
P[N-Diode(l6), 

9. Vorrichtung nach elnem der Ansprilche 6 bts 8 dadurch gekennieichnei. daS weiter 
eine Abscanncinrichtung (14) vorgesehen i$t. 

10- Vorrichtung nach einem der Ansprilche 6 bis 9 dadurch gekcnnzeichnet. daB mehrere 
Probenirager (15X insbesonderc Microiilerplatten oder Kapillaren, vorgesehen sind. 

1 1. Vonichning nach einem der Ansprtichc 9 bis 10 dadurch gekennzeichnei, daB die 
Probentr^ger ( 1 5) mit der Abscanneinrichmng (14) abgescannt wcfden kttnnen. 

12. Vorrichmng nach einem der Ansprtichc 9 bis 1 1 dadurch gekcnnzeichnet, daS die 
Abscannclmichning (14) einen bev cagugc bewtf g l i t1igir^ieg&1tt9)noffflfafitr^^^ 




20 Abtaststrahl der Abscanneinrichmng (14) gericbtet werdcn kann. 



13. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 6 bis 12 dadurch gekennzeichnet, daB die 
Einrichmng (12) zur Anregung so ausgcstaliet ist daB die Probentrager (15) groBfliichis 



anregbar sind und die zu den clozelnea Probeotrtgem (15) korrespondierenden 
Sneulichtsignale duich die Dctcktionseinrichtung (13) cinzeln erfaflbar sind. 

14. Vomchtung nach eincm der Ansprtlche 6 bis 13 dadurch gdkenn^eichnci. daO die 
Dctelctionseiimchtung (13) mindestcns zwei cinzclne Dctcktorcn umfafit wobci durch die 
einzelnen Dclektoreti unusrschiedliche Streulichtsignalc erfaflbar sind. 

15. Vorrichtting nach cinem der Anspriichc 6 bis 14 dadurch gekennteichnei. dafl weiler 
cine Steueretnheit (17) vorgesehen ist, zu der Signals iibertragbar sind, die zu den 
erfaflten StrtuUchtsignalen koirespondieren und diese von der Steuereinheii auswcrtbar 
sind. 

16. Verwendung eincr Vomchtung zuf Streulichlmcssung zur Quantifizierung einer 
Amplifizierung eincr DNA- und/ oder RNA-Seqvenz in einer Ptobe (I) gemafl einem der 
Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 5. 
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Fig. 3 




Fig. 5 
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